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Bevezetés, előzmények 

 

A véralvadás XIII-as faktora (FXIII) két, potenciálisan aktív A alegységből és két 

protektív/védő B alegységből felépülő heterotetramer (FXIII-A2B2). A zimogén aktivált 

formája (FXIIIa) transzglutamináz enzim, mely izopeptid keresztkötéseket hoz létre két 

polipeptid lánc között. Az FXIII fő fiziológiás funkciója a fibrin keresztkötésekkel történő 

stabilizálása és ellenállóvá tétele [1-3]. A FXIII öröklött hiánya súlyos vérzékenységgel jár 

[4]. Fiziológiás körülmények között a FXIII aktiválódásának első lépése egy 37 aminosav 

hosszúságú aktivációs peptid thrombin általi lehasítása az N-terminálisról [1]. Ca
2+

 

jelenlétében a B alegységek disszociálnak és az A alegység elnyeri aktív konformációját. A 

FXIII-A-t kódoló gén a 6-os kromoszómán található [5]. A nagy (~160 kb) gén 15 exont 

tartalmaz. Ellentétben a FXIII-B génnel az FXIII-A szekretorikus vezető szekvenciát nem 

tartalmaz, a FXIII-A szekréciója ismeretlen [6]. A FXIII-A szintézisének fő helye a monocyta 

makrofág rendszer és a megakaryocyták [7, 8]. A FXIII-B gén az egyes kromoszómán foglal 

helyet, 12 exont tartalmaz [9], [10].  

Elektromikroszkopikus képen a FXIII-A2B2 heterotetramerként látszik, melyben a két 

globuláris kompakt A2 dimert hosszú, vékony és flexibilis B alegységek veszik körbe [11, 

12]. A FXIII-A aktivációs peptidből, -szendvicsből, katalitikus magból és két -hordóból áll 

[13-15]. A 83 kDa molekulasúlyú FXIII-A szerkezete (leader szekvencia, illetve szénhidrát 

módosítás hiánya) sokkal inkább intracelluláris mint szekretált fehérjére utal. A 80 kDa 

molekulasúlyú FXIII-B a májban szintetizálódik [16]. 8,5% szénhidrátot tartalmaz, ami a 

FXIII-A-hoz való kötődésben nem játszik fontos szerepet [17]. A FXIII-B egyetlen ismert 

biológiai funkciója a FXIII-A kötése. A FXIII-B tipikus domén struktúrával rendelkezik, 

szinte kizárólag Sushi doménekből (CCP vagy SCR) áll. Az ilyen típusú fehérjék majdnem 

mindig fehérje-fehérje interakcióban játszanak szerepet, mint például a komplement rendszer 



különböző komponensei (Factor H, CD55, CD46), vagy a C4BP, ami az antikoaguláns 

Protein-S-t köti [18]. Valószínű, hogy a FXIII-B homodimert alkot [19]. 

A FXIII-B - FXIII-A kötődés a vérplazmában rendkívűl fontos a FXIII-A stabilitásának 

fenntartásában [20]. FXIII-B nélkül a plazmakörnyezetben FXIII-A instabil, a kevés öröklött 

FXIII-B hiányos beteg alacsony FXIII-A szintekkel rendelkezik, továbbá az ilyen betegeknek 

adott tisztított placenta eredetű FXIII-A rövidebb féléletidejű, mint a FXIII-A hiányos 

betegeknek adott [21, 22]. A két alegység kötődése a vérplazmában történik, stabil 

rekombináns rendszerben a két alegység koexpressziója nem eredményezte a FXIII-A 

szekrécióját [23]. A FXIII aktivációs mechanizmusainak és aktivitásának különböző 

aspektusai intenzív kutatások tárgya, elsősorban egy potenciálisan mélyvénás thrombosis és 

myocardiális infarctus ellen védő hatású polimorfizmus miatt (FXIII-A Val34Leu) [24]. Ez a 

polimorfizmus mindössze 3 aminosav távolságra esik az aktivációs helytől. A polimorfizmus 

hatása a FXIII-A aktivációjára nem teljesen tisztázott. Az első publikáció a mutációt hordozók 

esetében magasabb aktivitást írt le [25]. Később kiderült, hogy nem a végső aktivitás, hanem 

az aktiváció sebessége, amit a polimorfizmus jelenléte befolyásol [26, 27]. A Val34Leu 

polimorfizmuson túl egyéb mutációk mind a FXIII-A [28], mind a FXIII-B [29] génben 

leírtak és kapcsolatban állhatnak thromboembóliás megbetegedésekkel.  

 

E pályázatnak célja, FXIII-B cDNS klónozása, rekombináns mutánsok kialakítása és 

funkcionális vizsgálata volt a két alegység kapcsolódása szempontjából. 



Anyagok és módszerek 

 

Anyagok 

pcDNA 3.1 vektorok, sejttenyésztő médiumok és reagensek, FXIII-A cDNS klón (Invitrogen) 

Human máj cDNS könyvtár (Ambion) 

Restrikciós enzimek (Fermentas) 

DNS tisztító oszlopok, Ni-NTA oszlopok (Qiagen) 

Ultrafiltrációs eszközök (Millipore) 

Streptavidin és biotinált tormaperoxidáz (Vector Laboratories) 

HisTrap HP oszlopok (GE Healthcare) 

MaxiSorp ELISA lemez (Nunc) 

 

Antitestek 

FXIII-B ellenes antitestek: Anti-V5 monoklonális antitest (Invitrogen), nyúl anti-FXIII-B 

poliklonális antitest (Calbiochem).  

FXIII-A ellenes antitestek: birka anti-FXIII-A (Coachrom), nyúl anti-FXIII-A poliklonális 

antitest (Abcam), egér anti-FXIII-A monoklonális antitest (Abcam). 

FXIII (komplex) ellenes antitestek: birka anti-FXIII (Biodesign). 

Másodlagos antitestek: R D Sytems, Vector Laboratories. 

Az antitesteket a megfelelő fehérjék ellen mind mikrolemez, mind membrán alapú 

módszerekben használva teszteltem. 

 

FXIII-B cDNS klónozása 

A PCR reakciókban Pfu Ultra enzimet használtam, ezzel a DNS polimeráz által elkövetett 

hibák minimalizálása céljából.  



Az 1986 bp hosszúságú cDNS-t három átfedő szakaszban amplifikáltam. Az 'A' szakaszhoz 

az F(F13B-Met-EcoRI) és az R(F13B-780) primereket, a 'B' szakaszhoz az F(F13B-780) és az 

R(F13B-1470), míg a 'C' szakaszhoz az F(F13B-1470) és az R(F13B-Stop-XhoI) primereket 

használtam. A szekvenciák és a PCR termékek hossza az 1. táblázatban található. A két szélső 

primer EcoRI és XhoI helyeket tartalmazott. A klónozás során először a három szakaszt külön 

amplifikáltam (1. ábra). A második PCR lépés szeparáltan zajlott. Az elsőben, melyhez az 

F(F13B-Met-EcoRI) és az R(F13B-1470) primereket használtam, tisztított 'A' és 'B' 

szakaszokat használtam templátként. A második reakcióban tisztított 'B' és 'C' szakaszok 

koamplifikációja történt az F(F13B-780) és R(F13B-Stop-XhoI) primerekkel. Az így kapott 

'A+B' és 'B+C' szakaszokat tisztítás után az F(F13B-Met-EcoRI) és R(F13B-Stop-XhoI) 

primerekkel amplifikáltam. Végül egy 2018 bp szakaszt kaptam, amelyet EcoRI és XhoI 

enzimekkel emésztettem és pcDNA3.1 vektorba ligáltam. A klónozott cDNS-t DNS 

szekvenálással ellenőriztem. 

 

Rekombináns FXIII-B mutánsok előállítása 

A deléciós mutánsok létrehozásához a fenti módon klónozott FXIII-B cDNS-t használtam. 

Minden esetben azonos forward primert (F13B-Met-EcoRI) használtam a megfelelő reverse 

primerrel (1. táblázat). Az amplifikációs reakciók 482 bp, 839 bp, 1205 bp, 1589 bp és 2009 

bp PCR termékeket eredményeztek, melyek a következő mutánsokat/fehérjéket kódolták: I-II, 

I-IV, I-VI, I-VIII Sushi domént tartalmazó és a teljes hosszúságú FXIII-B (2. ábra). Az I-II 

mutáns tartalmazta az 
1
Met-

152
Thr szakaszt, az I-IV a 

1
Met-

271
Arg, szakaszt, az I-VI a 

1
Met-

393
Asn szakaszt, míg az I-VIII a 

1
Met-

521
Lys szakaszt. A teljes hosszúságú FXIII-B cDNS a 

teljes FXIII-B fehérje szekvenciáját tartalmazta stop kodon nélkül (
1
Met-

661
Thr). A 

nómenklatúra az éretlen aminosav szekvenciát tartalmazza, azaz a szekretált fehérjék esetében 

a leader szekvencia hiányozni fog. 



Ezt követően az összes rekombináns mutánst és a teljes hosszúságú FXIII-B cDNS-t 

pcDNA3.1/V5-His plazmidba ligáltam és DNS szekvenálással ellenőriztem. Ennek 

megfelelően, minden esetben egy 31 tagú peptid szekvencia 

(LESRGPFEGKPIPNPLLGLDSTRTGHHHHHH, a detektáláshoz használt V5 epitóp 

aláhúzva) került a rekombináns fehérjék C-terminálisára. 

 

Transzfekció 

A tranziens transzfekcióra COS-7 sejteket használtam. Előkísérletekben két transzfektálási 

módszert, a liposzóma alapú Effectene (Qiagen) módszert és a DEAE-dextrán módszert 

használtam. Az optimalizált rendszerben using COS-7 sejteket 70%-os felület fedettségig 

növesztettem Dulbecco's Modified Eagle Medium-ban (DMEM), mely 10% FCS-t 

tartalmazott. A rekombináns médiumot 72 óra elteltével gyűjtöttem és -20 C-on tároltam a 

további felhasználásig. 

 

A rekombináns FXIII-B fehérjék részleges tisztítása 

Az előkísérletekben Ni-NTA centrifugációs mikrooszlopokat használtam, mind denaturáló, 

mind natív tisztítási protokollal. Az optimalizált kísérletekben HisTrap HP oszlopokat 

használtam nem denaturáló tisztítási protokollal. A 0,22 m-es szűrőn átszűrt rekombináns 

médiumot (200-400 mL) oszlop kötő pufferbe dializáltam (20 mM Na3PO4, 0,5 M NaCl, 20 

mM imidazol, pH 7,4) 4 C-on. Ezt követően az oszlopon egy éjszakán át recirkuláltattam. A 

rekombinánsokat az oszlopról, annak összesen 20 oszloptérfogattal történő mosása után 

eluáltam magas imidazol koncentrációval. A részlegesen tisztított fehérjéket további 

felhasználásig vagy 4 C-on, vagy -20 C-on tároltam.  

 

 

 



Immunoblotting  

Az oszlopról eluált frakciókat 10% SDS-PAGE-en futtattam, mind redukáló, mind nem 

redukáló körülmények között. A fehérjéket nitrocellulóz membránra blottoltam és blokkolás 

után a megfelelő antitesttel inkubáltam. A biotinált második antitestes inkubációt követően 

ABC tormaperoxidáz kittel történt a jel amplifikáció. Az alkalmazott szubsztrát 

diaminobenzidin (DAB) volt.  

A rFXIII-A esetében mind az elekroforetikus elválasztás, mind a detektálás hasonlóan történt. 

 

FXIII-A cDNS klónozás és mutagenezis 

Mivel a FXIII-A esetében a cDNS hozzáférhető volt, így itt nem volt szükség klónozásra, 

rögtön lehetőség volt a restrikciós helyek beépítésére és a cDNS prokarióta expressziós 

vektorba inzertálására. Az első felhasznált vektor a pET-16b vektor volt, ahol a használt 

enzimek az XhoI és a Bpu1102I voltak. a következő oligonikleotid primerekkel: 

F13ApET16bF (5'-CTG ACT CGA GTC AGA AAC TTC CAG GAC CGC C-3') és 

F13ApET16bR (5'-CTA AGC TCA GCC ATG GAA GGT CGT CTT TGA AT-3'). A 

vektorba inzertálás sikeres volt. A FXIII-A cDNS tartalmaz egy Shine-Dalgarno szekvenciát. 

Ezt helyspecifikus mutagenezissel úgy sikerült kiiktatni, hogy eközben az aminosavak nem 

változtak. TB1 törzset használva, többféle indukciós és inkubációs körülményeket kipróbálva, 

rFXIII nem termelődött sem oldható, sem zárványtest formában.  

 

pMal rendszer használata rFXIII-A termeltetésére 

A következő próbálkozás a FXIII-A cDNS N-terminális maltóz-kötő fehérje fúziós vektorba 

klónozása volt. A rendszer nagyon jó hatásfokkal működik, a rekombináns fehérjék oldatban 

tartását illetően. Mind a citoplazmatikus pMal-C, mind a periplazmatikus pMal-P rendszerbe 

beinzertáltam a FXIII-A cDNS-t, XbaI és HindIII helyek beépítésével. Az alkalmazott 

primerek a következők voltak: F13ApMalF (5'-AGA ATC TAG ATC AGA AAC TTC CAG 



GAC CGC CTT T-3') és F13ApMalR (5'-AAG AAA GCT TTC ACA GGG AAG GTC GTC 

TTT GAA T-3'). Hasonlóan a pET rendszerhez, a pMal rendszerekben is, TB1 törzset 

használva, számos indukciós és inkubációs körülményeket tesztelve, rFXIII nem termelődött 

sem oldható, sem zárványtest formában. Ezt követően döntöttem úgy, hogy a FXIII-A 

rekombináns termelését is emlős sejtvonalon kísérelem meg. 

 

rFXIII-A termeltetése emlős sejtvonalban 

A fenti, bakteriális rendszerekben való eredménytelen fehérje termeltetés után a FXIII-A 

cDNS-t a FXIII-B-hez hasonlóan pcDNA3.1 vektorba klónoztam. Ebben az esetben olyan 

vektort választottam, amelynél a hisztidin toldalék az N-terminálison van, hiszen a FXIII-A-

nak nincs szekretorikus szekvenciája, nem is várható, hogy a megjelenjen a fehérje a 

rekombináns médiumban (nem is jelent meg). XhoI és Asp718 enzimek használtam a 

következő primerek által amplifikált cDNS ligálásához: F13AAsppcDNAF (5'-AAG GTA 

CCT ATG TCA GAA ACT TCC AGG ACC-3'9 és F13AXhopcDNAR (5'- GAC TCG AGC 

TCA CAT GGA AGG TCG TCT TTG-3'). A klónozás után a rFXIII-A termeltetése a rFXIII-

B-vel azonos módon zajlott, azzal a különbséggel, hogy ez esetben a sejt lizátumot szűrve, 

dializálva vittem fel a Ni-oszlopra. Az eluált frakciókban a FXIII-A a megfelelő molekula 

súly tartományban immunoblottinggal többféle antitesttel kimutatható volt. Mivel a rFXIII-A-

t nem lehet fagyasztva tárolni, ez esetben a tárolás (max. egy hétig) 4 C-on történt. 

 

Az alegységek kapcsolódásának vizsgálata 

A rFXIII-A és rFXIII-B, valamint ennek mutánsainak kapcsolódását mikrolemezen 

vizsgáltam. Először a különböző fehérjéket a lemezen immobilizálva (15 mM Na2CO3, 35 

mM NaHCO3, pH 9,6, éjszakán át 4°C), kipróbáltam a különböző antitestek felismerő 

képességét. Bizonyos esetekben kiderült, hogy az antitest nem kellően specifikus vagy 

érzékeny (Abcam). 



Mivel a két alegység kötődése erősen konformáció érzékeny lehet, kétféle megközelítést 

alkalmaztam. Az elsőben rFXIII-A került a mikrolemezre, és rFXIII-B valamint mutánsait 

inkubáltam blokkolást követően. A jel generálása FXIII-B ellenes antitesttel, második 

antitesttel, ABC rendszer általi jel amplifikációval és OPD szubsztráttal történt. A második 

beállítás ennek pontosan fordítottja, azaz ez esetben a rFXIII-B és mutánsai voltak 

immobilizálva és rFXIII-A ellenes antitestet használtam a detektáláshoz.  

 



Eredmények 

 

A faktor XIII-B cDNS klónozása 

Mivel a FXIII-B cDNS kereskedelmi forgalomban nem volt kapható, meg kellett klónozni. A 

fent ismertetett átfedő PCR technikával ez sikeresen megtörtént. A klónozott cDNS-ben nem 

találtam klónozási artefaktumot, a szekvencia megfelelt az NM_001994-nek. 

 

A deléciós mutánsok kialakítása 

A stratégia az volt, hogy olyan cDNS szakaszokat kell előállítani, melyek  

(i) 2, 4, 6, 8 Sushi-domént kódolnak, ezeket  

(ii) olyan emlős expressziós vektorba ligálni, amely a tisztítást elősegítő fúziós toldalékot 

(His-tag) tartalmaz,  

(iii) valamint a His-tag a rekombinánsok C-terminálisán legyen, hogy ne zavarhassa a 

fehérjék médiumba történő szekrécióját.  

A templátként szolgáló FXIII-B cDNS-ről a deléciós mutánsok könnyek kialakíthatók voltak 

(2. ábra). Szekvencia eltérés nem volt, minden szekvencia a tervezettnek megfelelő volt. 

 

A transzfekció optimalizálása 

A tranziens expresszióra COS-7 sejteket (majom vese sejtvonal) használtam. Az előkísérletek 

során bizonyítást nyert, hogy a DEAE-dextrán módszer jobb eredményt ad, mint az Effectene 

(magasabb hozam). Ezért ezt használtam a nagyobb mennyiségű rekombináns fehérje 

előállítására.  

 

A rekombinánsok részleges tisztítása és detektálása 

A rekombinánsokat a nikkel affinitás kromatográfia után eluált frakciónként 

immunoblottinggal vizsgáltam. Mivel minden rekombináns tartalmazta a V5 epitóp 



szekvenciát a C-terminálison, a membránon egér monoklonális anti-V5 antitesttel lehetett 

detektálni a fehérjéket. A fúziós szekvenciát kimutató anti-V5 mellett specifikus, nyúl 

poliklonális anti-FXIII-B ellenes antitestet is használtam, mellyel nagyon hasonló eredményt 

kaptam. A csúcsfrakciók redukáló és nem redukáló körülmények közötti elválasztását mutatja 

a 3. ábra (3.A redukáló, 3.B nem redukáló). A két típusú futtatás közötti mobilitás különbség 

(molekulasúly) arra utal, hogy a rekombinánsokban kialakulnak a diszulfid hidak. Ezen felül, 

a számolt molekulasúly (76,6 kDa a teljes hosszúságú rFXIII-B esetében, 60,5 kDa, 46,0 kDa, 

32,3 kDa és 18,6 kDa a deléciós mutánsok esetében) jól korrelált a megfigyelttel. A legkisebb 

deléciós mutánst (I-II (FXIII-B 
1
Met-

152
Thr)) igen alacsony transzfekciós hatékonysága vagy 

expressziós szintje miatt külön kellett futtatni a többitől (3.C ábra).  

 

A rekombináns fehérjék stabilitása 

A részlegesen tisztított expresszált fehérjék stabilitását 4 C-on történő 1, 3 és 6 hónapig való, 

proteáz inhibítortól mentes tárolással teszteltem. Az ezt követő immunoblotting semmilyen 

degradációs terméket nem mutatott. Emellett a kapott jel intenzitása sem csökkent, még 6 

hónapos tárolás után sem. ezen eredmények arra utalnak, hogy a COS-7 sejtekben termelt 

rekombináns FXIII-B és deléciós mutánsai igen stabilak, legalábbis immundetektálás 

tekintetében. A rFXIII-A esetében viszont ez nem mondható el, mert fagyasztani nem lehet és 

4 C-on is csak rövid ideig tárolható degradáció mentesen.  

 

rFXIII-A expressziós próbálkozások 

Az E.coli rendszerekben, hosszas próbálkozások után, rFXIII-A termeltetése nem sikerült. 

Ennek okára nem jöttem rá, hiszen a potenciális zavaró tényezőket (Shine-Dalgarno 

szekvencia) kiiktattam, és többféle vektorrendszert is használtam. Az emlős rendszerben 

viszont, amelyek alacsony kinyeréssel ugyan, de sikerült rFXIII-A-t termeltetni, melyet 

részlegesen tisztított formában a kötődési előkísérletekben felhasználhattam.  



 

 

A két alegység kötődésének vizsgálata 

A mikrolemezre rögzített rFXIII-A-hoz hozzáadva a rFXIII-B-t és deléciós mutánsait, minden 

esetben kaptam a kötődésre utaló, FXIII-B-t jelző szignált. A kapott jel a lekötött rFXIII-A 

mennyiségének függvénye volt.  

Fordított esetben is hasonló eredményt kaptam, azaz a lerögzített rFXIII-B és deléciós 

mutánsai a rFXIII-A-t kötik. Ugyan ez a megfigyelés még további kísérletek általi 

megerősítést is igényel, de ezek az első eredmények arra utalnak, hogy a FXIII-B N-

terminálisa vesz részt a FXIII-A kötésben. 

 



Megbeszélés 

Az e pályázat keretei között végzett munka az első olyan, amelyben rekombináns 

FXIII-B termelése folyik COS-7 sejtben. Korábban eredményesen termeltek FXIII-B-t BHK 

sejtekben [30, 31] [23] és baculovírus rendszerben [19]. A nagyszámú diszulfid híd miatt a 

FXIII-B esetében bakteriális expresszió nem reális. 

A FXIII-B gén az 1-es kromoszóma jól karakterizát részén (1q32) foglal helyet. Ez a 

régió a komplement aktiváció szabályzó gén klaszter (regulator of complement activation 

(RCA) gene cluster). Nagyon sok olyan fehérjét kódoló gén van itt, amely a komplent 

rendszerhez köthető. E fehérjék nagysága ugyan különböző, de aminosav szekvenciájuk és 

másodlagos szerkezetük nagyfokú homológiát mutat. Igazából nagyon kevés olyan gén van 

itt, amely fehérjetermékének nincs szerepe a komplement rendszerben, ezek egyike a FXIII-

B, amelynek esetleges szerepe legalábbis nem ismert. (Zárójelben megjegyzendő, hogy a 

FXIII-B legközelebbi evolúciós rokona a komplement faktor H, amely éppen emiatt keltette 

fel az érdeklődésemet, és amelynek egy polimorfizmusának molekuláris epidemiológiáját más 

forrásból, de ez idő alatt vizsgáltuk időskori macula degenerációban szenvedő betegekben, 

lásd közleményjegyzék). Az RCA klaszterben kódolt fehérjék fő struktúrális eleme a Sushi 

domén, amely homológ minden tagban. Vizsgálataim során léterhoztam a deléciós 

mutánsokat. Az alkalmazott technika sikeressége és a rekombináns deléciós mutánsok 

stabilitás vizsgálata arra utal, hogy a későbbiekben lehetőség lesz a szubsztitúciós mutánsok 

előállítására és a kimérák vizsgálatára is. 

A FXIII-B-ben, annak második Sushi doménjében is ismert egy érdekes 

polimorfizmus [29]. A H95R esetében azonban nem sikerült egyértelmű kapcsolatot találni 

thromboembóliás megbetegedéssel [32-34], viszont az arginin allél hordozása a két alegység 

megnövekedett disszociációját eredményezte [29]. Valójában ez volt az első molekuláris 

szintű megfigyelés arról, hogy a FXIII-B mely része lehet érintett a két alegység 

kapcsolódásában, vagy annak szabályozásában. Souri és munkatársai [19], baculovírus 



rendszerben expresszált rFXIII-B mutánsokkal kimutatták, hogy az első Sushi domén nagyn 

fontos a kötődésben. Nem zárták ki más domének szerepét. A saját, előkísérleti szakaszban 

járó ereményeim is hasonlóak, tehát úgy tűnik, hogy a FXIII-B N-terminálisa kritikus a FXIII 

A2B2 heterotetramer kialakulásában.  

A fibrin háló ellenálló képessége és stabilitása az alvadék lízis terápiájának központi 

kérdése. Ebből az következik, hogy ha valamilyen módon tudnánk szabályozni a plazma 

FXIII-A aktivitását, például monoklonális antitestekkel vagy blokkoló peptidekkel, azaz a 

komplexből, a védett környezetből kikényszeríthetnénk a FXIII-A-t az őt tönkretevő plazma 

környezetbe, akkor a thrombosis kezelésben/prevenciójában nagyot léphetnénk előre. E 

pályázat keretei között sikerült létrehozni olyan FXIII-B mutánsokat, amelyekkel az 

interakció az eddigieknél könnyebben vizsgálható. Ennek vizsgálatát el is kezdtem. 
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1. táblázat. 

 

A FXIII-B cDNA klónozásához és a deléciós mutánsok kialakításához használt PCR primerek 

szekvenciája és az általuk generált PCR termékek hossza. 

 



 

 

 

1. ábra.  

 

A FXIII-B cDNS három átfedő szakasza.  
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2. ábra. 

 

Deléciós mutánsok kialakítása a teljes hosszúságú FXIII-B cDNS felhasználásával. MWM: 

500 bp létra. 
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3. ábra. Immunoblottinggal detektált rekombináns FXIII-B és deléciós mutánsai. 

 

Mr: molekulatömeg marker (felülről: 132 kDa, 95 kDa, 68 kDa (halványabb), 55 kDa, 45 

kDa, 31 kDa). (A) redukált, (B) nem redukált körülmények között futtatott SDS-PAGE, (C) 

az I-II mutáns redukált (10)  és nem redukált (11) körülmények között. 1: -, 2 és 6: teljes 

hosszúságú rFXIII-B, 3 és 7: I-VIII deléciós mutáns, 4 és 8: I-VI deléciós mutáns, 5 és 9: I-IV 

deléciós mutáns. 

 


